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© Das Gen fUr das auflere Membranprotein F 
(OMPF) von Pseudomonas aeruginosa wurde isoliert, 
sequenziert und exprimiert. Dadurch wird OMPF und 
immunogene Teilsequenzen in der Menge und Rein- 

^ heit gewonnen, die fur einen Einsatz zur Herstellung 

^ Impfstoffen erforderlich ist. 
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Au£eres Membranprotein F von Pseudom nas aeruginosa 



Pseudcmonas aeruginosa ist ist em ubiquitar 
vorkGmmender Mikroorganismus. der in der 
Humanmedizm als "Problemkeim" bekannt ist. Er 
befallt in erster Lime geschwachte Patienten und 
ist haufig durch Antibiotikatherapie nur schwer zu 5 
bekampfen. Besonders gefahrdet sind deshalb 
Patienten auf Intensivstationen und Quer- 
schnittsgelahmte sowie Menschen. die Verbrennun- 
gen erlitten Oder der Gefahr von Verbrennungen 
ausgesetzt sind. wie Feuerwehrleute und Stahlar- to 
baiter. 

W.A. Woodruff et al., J. Bactenol. 167 (1986) 
473-479 beschreiben die Expression des autferen 
Membranproteins F (Outer Membrane Protein F. 
CMPF. Ponn F) m E. coli, wobei ein nicht naher 15 
definierter Stamm P aeruginosa PA01 ais Aus- 
gangsstamm diente. Die klonierten DNA-Sequen- 
zen sind nur durch sehr grobe Restnktionskarten 
charaktensiert: es sind weder DNA-Sequenzen 
r.ocn Ammcsaure-Teilsequenzen angegeben und 20 
es wira auch auf kerne Hinteriegung des klonierten 
Materials bet emer anerkannten Hinterlegungsstelle 
verwiesen. 

Der Erfindung liegt die komplette Charakterisie- 
rung des Gens fur OMPF aus P. aeruginosa. Sero- 25 
typ 6, ATCC 33354. zugrunde. Die DNA-Sequenz 
und die aaraus abgeteitete Ammosauresequenz 
smd in der Tabelle wiedergegeben. wobei die Ami- 
nosauresequenz im Einbuchstabencode unter den 
betreffenden Tnpietts angeordnet ist und das Si- 30 
gnalpeptid durch kursive Buchstaben hervorgeho- 
ben ist. 

Hierzu wurden aus dem genannten Stamm die 
Proteine der au/teren Membran gewonnen und dar- 
aus mirtels HPLC das OMPF angereichert Der 35 
Aminotermmus und durch Spaltung mit Trypsin er- 
haltene Proteinfragmente wurden ansequenziert. 
Aus verschiedenen dieser Oligopeptide wurden 
dafur kodierende DNA-Sequenzen abgeieitet und 
diese Oligodesoxynukleotide chemisch syntheti- 40 
siert. Weiterhin wurde aus dem Stamm genomi- 
sche DNA isoliert, gereinigt und mit dem Restrik- 
tionsenzym Sau3A partiell veraaut. DNA-Fragmente 
von etwa 15 bis 20 kb wurden angereichert und in 
den x-Phagen EMBL 3 (A.-M. Frischauf et al., J. 45 
Mol. Biol. 170 (1983) 827-842; R.W. Hendrix et al. 
(Eds.) t Lambda II. Cold Spring Harbor Laboratory 
Press (1983). kloniert. Die so erhaltene Genbank 
wurde mit den synthetisierten Oligodesoxynukleoti- 
den auf kompiementare Sequenzen abgesucht. so 
Aus einem der gefundenden positiv reagierenden 
Phagen-Klone wurde das Gen fur OMPF auf einem 
15 kb-Fragment gefunden. Auf diesem Fragment 
und auf weiteren gefundenen Fragmenten konnte 
das Gen auf einem 2.5 kb Pstl-Fragment einge- 



grenzt werden. Es zeigte sich jedcch. daQ dieses 
Fragment mcht in einen "high copy number"-vek- 
tor kloniert werden konnte. da das Genprodukt of- 
fensichtlich fur die Wirtszelle toxisch «st. Das Gen 
wurde deshalb in zwei uberlappenden Tailstucken 
mit einem Oberlappungsbereich von etwa 500 bp 
subkioniert. Aus den beiden Subkionen wurde die 
DNA-Sequenz des OMPF-Gens und der angren- 
zenden Bereiche bestimmt. Beide DNA-Strange 
des Gens wurden voflstandig (nach der Methode 
von Sanger) sequenziert. Aus der so erhaitenen 
DNA-Sequenz wurde die entsprechende Aminosau- 
resequenz abgeieitet. Die Ammosauresequenzen 
aller Oligopeptide, die durch tryptische Spaltung 
des Proteins erhaiten worden waren. konnten ein- 
deutig zugeordnet werden. Das s'-Ende der OMPF- 
mRNA wurde durch Si -Analyse und reverse Trans- 
knption der mRNA erm/ttelt. 

Die Charakterisierung des Gens erlaubt nun- 
mehr die Herstellung von OMPF und immunogenen 
Teilsequenzen dieses Proteins in der Menge und 
Remheit. die fur einen Einsatz zur Herstellung von 
Impfstoffen erforderlich ist. 

Die Erfindung betrifft somit das OMPF mit der 
Ammosauresequenz gema/3 Tabelle, die dafur 
kodierende DNA, deren Protein kodierender Strang 
in der Tabelle dargestellt ist. immunogene Teilse- 
quenzen von OMPF, mit OMPF und immunogenen 
Teilsequenzen dieses Proteins gewonnene polyklo- 
nale und monoklonale Antikorper und die entspre- 
chenden Seren sowie Diagnostika, die solche Anti- 
korper oder entsprechende Nukleotidsequenzen 
enthalten und Diagnostizierverfahren unter Verwen- 
dung solcher Diagnostika. 

Daruber hinaus erdffnet die Erfindung einen 
Weg zur passiven Immunisierung mit humanen 
monoklonalen Antikcrpern. Die Erfindung betrifft 
deshalb auch die Verwendung von erfindungsge- 
ma/3 gewonnenen Antigenen zur Induzierung von 
Lymphozyten zur Produktion entsprechender 
monoklonaler Antikorper bzw. zum Testen von 
Lymphozyten auf die Produktion solcher Antikor- 
per. 

Die Aufarbeitung. Reinigung, Immunisierung 
und Gewinnung der Seren bzw. Antikorper kann 
nach an sich bekannten Methoden erfolgen. Ver- 
wiesen sei beispielsweise auf M.E. Gilleland et al., 
Infection and Immunity 44 No. 1 (Apr. 1984) 49-54; 
R.E.W Hancock et al., J. Infectious Diseases 149 
No. 2 (Feb. 1984) 220-226; S. Sawada et al.. J. 
Infectious Diseases 150 No. 4 (Oct. 1984) 570-576. 

Die Erfindung wird in den folgenden Beispielen 
naher erlautert Telle und Prozentangaben bezie- 
hen sich auf das Gewicht. wenn keine anderen 
Angaben gemacht sind. 
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Beispiei 1: 



Gewinnung von OMPF und tryptischer Frag- 
mente 



Chromatographiebedingungen: 



Saule: <3>Vydac TPRP-13 (10 urn), 250 x 4 mm 
(Chrompack) 



Die au/teren Membranproteine von Pseudomo- 
ras aeruginosa ATCC 33354 werden nach der Me- 
thode von Mizuno und Kageyama (J. Biochem. 86. 
979-989. 1979) isoliert. Die Bakterienkulturen wer- 
den in der spat-logarithmischen Wach stum son ase 
geerntet. in 10 mM Na-Phosphat (pH 7,2; "Auf- 
schluflpuffer") suspendiert und mit Glasperlen im 
Homogenisator (3>Waring-Blender) bei 4'C 5 min 
aufgeschlossen. Die Zellwande werden durch 60- 
minutige Zentrifugation bei 100 000 g bei 4'c 
pelletiert und noch zweimal mit dem Auf- 
schlu/3purfer gewaschen. Pro 150 g Na/Jgewicht 
Pseudomonas werden zum Pellet 400 ml SDS- 
Puffer (2 % SDS. 10 % Glycerin, 10 mM Tris-HCI, 
pH 7.8) zugegeben una bei 30 °C 60 min geruhrt 
Danach wird 60 min bei 100 000 g zentrifugiert 
Der Niederschiag wird nochmals mit der halben 
Menge SDS-Puffer extrahiert und erneut zentrifu- 
giert. Die losliche Fraktion wird verworfen. Der un- 
losliche Niederschiag wird mit 300 mi NaOSDS- 
Puffer (2 % SDS, 10 % Glycerin, 0,1 M NaCI, 10 
mM Tris-HCI. pH 7,8) 60 min bei 30 'C geruhrt. 
Anschiie/3end wird 60 min bei 100 000 g und 25 s C 
zentrifugiert. Das Pellet wird zweimal bei 4*C mit 
H-0 bidest. gewaschen. Die unlosliche Fraktion 
enthalt hauptsachlich die Proteine F und hz und 
kleine Mengen an Protein I. 

1 mg der autferen Membranproteine werden in 
1 ml 20 % Ameisensaure/6 M Harnstoff gelost und 
an TSK 3000 (LKB) in Portionen zu 150 ul in 20 % 
Ameisensaure chromatographiert (Fluflrate 1 
ml.min). Das unter diesen Bedingungen in den 
Proteinfraktionen erhaltene Material wird gepoolt 
und zeigt in der SDS-Gelelektrophorese eine ein- 
heitliche Bande, die im Molekulargewicht OMPF 
entspricht. 

Dieses Material wird gefriergetrocknet, in 200 
ul 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0) aufgenommen und mit 
20 ug (mit L«1-Tosylamid-2-phenylethyi-chlorme- 
thylketon behandeltem) Trypsm-TPCK (Cooper Bio- 
chemical GmbH) 18 Std. bei 37* C gespalten. Das 
Spaltgemisch wird mit Ameisensaure auf pH 3,5 
gebracht und uber "Reversed Phase 
Hochdruckflussigkeitschromatographie fraktioniert. 



Ldsungsmittelsystem: 

70 Losungsmittei A: 0,1 % (v'v) Trifluoressigsaure 
(Fluka, z. Sequenzanalyse) in Wasser 
Losungsmittei B: 0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure in 
Acetonitril (E. Merck, ©Lichrosolv) 
Gradient von 0 % B bis 70 % B in A in 70 min 

?5 Fiu/3rate: 1,5 ml/min 
Raumtemperatur 

Die erhaltenen Peptidfragmente werden zum 
Teil durch Aminosaureanalyse und Sequenzana- 
lyse charakterisiert. Einige der erhaltenen Peakfrak- 

20 tionen werden nach Rechromatographie an TSK 
2000 in 0,1 % Trifluoressigsaure auf einem Gas- 
phasensequenzer (Applied Biosystems 470 A) ana- 
lysiert. Die Phenylhydantoin-Aminosaurederivate 
werden mit Hilfe eines isokratischen HPLC-Sy- 

25 stems (Lottspeich, J. Chromatography 326, 321- 
327, 1985) identifiziert. 



Beispiei 2: 

30 



Gewinnung und Charakterisierung der OMPF- 
DNA 

35 

Konstruktion einer Genbank von Pseudomonas 
aeruginosa: 

\ EMBL3-Arme werden nach Maniatis et al. 
(Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Publica- 

40 tions 1982) prapariert. P. aeruginosa-DNA wire aus 
einer 500 ml Kultur isoliert (Rodriguez and Tait, 
Recombinant DNA Techniques, Addison- Wesley, 
1983). 20 x 10 ug DNA werden mit dem Restrik- 
tionsenzym Sau3A partiell gespalten und durch 

45 Saccharose-Gradienten-Zentrifugation (Maniatis et 
al., s.o.) fraktioniert. Fragmente mit einer Grofle 
von 15-20 kb werden mit \ EMBL3-Armen ligiert 
(Maniatis et al., s.o.). Diese ligierte DNA wird in 
Phagenpartikel (Amersham) verpackt. Pro ug DNA 

so werden 2 x 10 6 rekombinante Phagen erhaiten. 

"Screenen" der Genbank nach OMPF-Sequen- 

zen: 

Rekombinante Phagen werden mit einer Dichte von 
500 pfu auf einem NM539-Bakterienrasen ausplat- 
55 tiert. Phagenplaques werden nach der Methode von 
Benton und Davies (Science 196. 180-182, 1977) 
auf Nylon-Membranen ubertragen. Durch Hybridt- 
sierung mit den Oligonuleotiden 5 
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AAC TC TTA GGCC TGAC TTTC TATGAA 3' una 
5 TCNGCA GTTC TTTCATA GAA 3*. welche nach 
den Peptidsequenzen NLAOFMK und NMKNAD 
s/rthetistert wurden, werden aus 2500 rekombina- 
nten Phagenplaquese 6 positive Kandidaten isoiiert. 

Sequenzanalyse des OMPF-Gens und seiner 
flankierenden Bereiche: 

Von einem der isoiierten Phagen wird erne Gro/lkul- 
tur (11) gezuchtet und daraus DNA praparierr 
(Maniatis et ai., s.o.). Diese wird mit den Restnk- 
tionsenzymen Sail und Sau3A (partieil) gespalten. 
Die erhaltenen Restnktionsfragmente werden 
"shotgun" in pUCi8 und DUC19 (Yanisch-Perron et 
ai.. Gene 33, 103-119. 1985) subkloniert. Aus hybri- 
disierungsDOSitiven Ktonen wird Plasmid-DNA iso- 
iiert und diese nach weiterer Subklonierung, bzw. 
Exo III- jnd Exo Vli-Verdauung (Yanisch-Perron et 
al.. s.o.). nach der Methode von Chen und Seeburg 
(DNA 4. 155-170. 1985) sequenziert. 



Beispiel 3: 



Expression von OMPF 

Da die Expression von OMPF in E. coli toxisch 
fur die Bakterien ist. scfern das Strukturgen auf 
emem "medium copy"- (pBR322) oder "high 
copy"- fpUC-Plasmid) Ve.ktor unter der Kontrolle 
des eigenen Promotors vorliegt. wird das Struxtur- 
gen zunachst unter die Kontrolle ernes induzierba- 
ren Promotors gebracht. Ein Teilfragment des 
OMPF-Gens. welches den Promotor und den 5 - 
terminalen Teil des Strukturgens enthait. wire als 
Salf-Restnktionsfragment in Sall-geschnittene 
Ml3mpl9 doppelstrangige DNA (Yanisch-Perron. 
s.o.) ligiert. und damit nach Standardbedingungen 
(Hanahan, J. Mol. Biol. 166, 557-580, 1983) E. coli 
JM109 (Yanisch-Perron et al., s.o.) transformer! 
Aus einer 5 ml Flussigkultur transformierter Bakte- 
rien werden aus dem Oberstand Phagen gewonnen 
und daraus wird einzelstrangige DNA prapariert. 
Nach der Methode von Newman et al. (Cell 42, 
335-344 1985) wird mit Hilfe eines Oligodesoxy- 
nucleotids eme gezielte Mutagenese an dieser ein- 
zelstrangigen DNA durchgefuhrt. urn direkt vor 
dem ATG-Translationsinitiationscodon eine EcoRI- 
Restriktionsschnittstelle einzufuhren, d.h. die 
Sequenz ATTTAACGGATG (Nucleotide 55-68 in 
Tabelle 1) wird in die Sequenz ATTGAATTCATG 
umgewandelt. Aus diesem neuen Konstrukt wird 
nun der 5 -terminate Teil des Strukturgens 
herausgeschnitten und unter die Kontrolle des in- 
duzierbaren tac-Promotors (de Boer al ai.. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 78, 21 ff, 1983) gebracht. Zu 
diesem Zweck wird das EcoRI-Sall-Fragment in die 



EcoRI- und Sall-Schmttstellen des Vektors pKK223- 
3 (Pharmacia) ligiert. Dieses kiomerte Zwi- 
schenprocukt wird mit Sail und Pstl geschnitten 
und m diese Schnittsteilen wird der restliche Teil 

5 des OMPF-Strukturgens mklusive Terminatorregion 
ais Sall-Pstl-Fragment eingebracht. Das OMPF- 
Strukturgen steht nun unter der Kontrolle des mdu- 
zrerbaren tac-Promotors. Du.ch Zugabe von IPTG 
(lsopropyl-^D«thiogaiactosid) zu der Kultur trans- 

n formierter Zellen (JM105. Yanisch-Perron et al. 
s o.), wird der tac-Promotor dereprimiert und damit 
cie Expression von OMPF induziert 



*5 Beispiel 4: 



Herstellung von Antlseren 

20 

Gesunde Erwachsene. die in ihrer 
Krankheitsgeschichte keine Aflergien. Oiabetes. 
Immundefizienz-Krankheiten. Anamien oder Haut- 
krankheiten aufweisen. werden mit heteroiog expri- 

25 miertem OMPF. bzw. Teilsequenzen davon. immu- 
nisiert. Die Vaccinierung erfolgt an den Tagen i. 8. 
und 15. Drei Wochen nach der letzten fnjektion 
wird den freiwilligen Kandidaten Blut entnommen 
und dieses auf Hepatitis B-Oberflachenantigen 

30 sowie auf HIV-Antigene getestet. Nur negativ rea- 
gierende Plasmaspenden werden gepoolt, unter 
kontrollierten stenlen Bedingungen fraktioniert und 
abgepackt. 

35 

Beispiel 5: 



jo Herstellung von monoklonalen Antlkorporn 

Gereinigtes OMPF. bzw. OMPF-Teilpeptide 
davon. werden in Freunds Adjuvans oder AI(OH) 3 
Balb/c-Mausen intraperitoneal injiziert. Nach 6 Wo- 

45 chen wird mit gelostem Antigen "geboostef. Der 
Antikorpertiter wird eine Woche spater durch 
ELISA- Tests bestimmt. Bei unzureichender Immun- 
reaktion erfolgen weitere Injektionen. 3 Tage vor 
der Zellfusion werden die Mause mit 10 ug des 

so gelosten Antigens intravenos "geboostet". 

Die Milzzellen werden nach Standardmethoden 
(nach Kohler und Milstein) mit NS1 -Zellen fusio- 
niert. Nach Selektion in HAT-Medium wachsen in 
den Mikronapfen einzelne Kolonien aus. deren Kul- 

55 turuberstande wiederum im ELISA auf AntikSrper 
gegen OMPF getest t werden. Positive Kolonien 
werden subkloniert. 
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Die Antikorper werden aus Kulturuberstanden und 
aus in Balb/c-Mausen induzierten Asciten gewon- 
nen, nach gangigen biochemischen Methoden 
gereinigt und charakterisiert. 
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T«b»U« 

GCCACCCAAGTTGTGCGGTGATTGTTGGACAACTAACTGACCATCAAGATGGGGATTTAA 

CGGATGAAACTGAAGAACAOCITAGGCGtrGTCATCGGCICGCTGOTroCCGGTICGGCA 

ATGAACGCCTTCGCCCAGGGCCAGAACICGGTAGAGATCGAAGCCTTCGGCAAGCGCIAG 

TTCACGGAGAGCGTTCGCAACATGAAGAACGOTGACCTGTAeGGCaGe^LLGCTlc 

ITCCIGACCGACGACaTCGAGeTGGCICTGtCCIACGGTOAOIAeCACaATGTICCTGGC 

*?«f«AACCGGCAACAAGAAGGTCCAIGGCAACCIGAC C TCCeLLcCAKI»C 

CACTTCGGTACCCCGGGCGIAG|ICpcGICCGIACOIGICGGCrGLLGGICACclG 

A f A r*r A ii e \ ic Ti oo 5 o i oc s i6 i cc r e « o T A ; oA 5 cA j oG rT*r 

ggcgctggicmaagiactacitgaccgagaagitcticgcoaaogccaocctcgLgc 

CAGTACGGCCIGSAGAAGCGTGAOAACGGICACCAGGGIGAGrGGAIGGCTGGCCIGGGC 
GTCGGCTICAACrTCGGIOGIIeGAAAGCCGCTCeGGCJCCGGAAeCGGjrGCCGLcjT 
TGCICCGACTCCGACAACGACGGCGICrGCGACAACGICGACAAGTGCCCGGLccCCG 

gccaacgicaccgttgacgccaaoggctccccggctgjcgcogaagtcgLLLag 

CIGGACOTGAAGrTCGACITCGACAAGTCCAAGGJCAAAGAGAACAGeiACGCTGA'cATC 
AAGAACGIGGCCGACITCAIGAAOCAGIACCOGTCCACTICOACCACCGIIGAAGGtCAT 
ACCGACTCCGTGGGTACCGACGCTIACAACCAGAAGCTGICCGAGCGICGIGCCAACOCC 
GTTCGTGACGTACTGGTCAACGAGTACOGTGTGGAAGGTGGIeGCGTGAACGCTGLjt 

tacggcgagicccgcccggiigccgacaacgccaccgctgaaggccgcgciaJcaIccgt 

eGGGTTGAAGCCGAAGIAGAAGCCGAAGCCAAGIAATCGGCIGAGCCTICAAAGAA^Alc 
OCGCCCAGGCCGGGITTTTCTTIGCCTGGAAAAAGACCGCICGICACOCGCTCAGCGAAA 
CeGGTIGCSACACSATOCCGCGGGCCACITCGCCGATCTGOGICGACCIGCAO 

6 
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Anspruch© 

5 

1. Au/3eres Membranprotein F (OMPF) vom 
Pseudomas aeruginosa mit der Aminosaurese- 
quenz gema/3 Tabelle. 

2. Immunogene Teilsequenzen des in Ans- 
pruch 1 definiorten OMPF. 10 

« 3. DNA, kodierend fur OMPF, mit der D.NA- 

Sequenz (codierender Strang) gema/3 Tabelle. 

4. Vektoren und DNA-Strukturen, die die DNA 
nach Anspruch 3 Oder Teile davon enthalten. 

5. Pro- Oder eukaryotische Zellen, die Vektoren 75 
Oder DNA-Strukturen nach Anspruch 4 enthalten. 

6. PoJyklonale und monoklonale Antikdrper 
sowie die entsprechenden Seren, erhalten unter 
Verwendung von OMPF gema/3 Anspruch 1 und 
immunogener Teilsequenzen dieses Proteins als 20 
Antigen. 

7. Diagnostikum. enthaltend Antikdrper nach 
Anspruch 6. 

8. Diagnostikum, das die Nukleotidsequenz 
gema/3 Anspruch 3 ganz oder teilweise Oder eine 25 
davon abgeieitete Nukleotidsequenz enthalt. 

9. Diagnostizierverfahren unter Verwendung 
eines Diagnostikums nach Anspruch 7 oder 8. 

10. Verwendung eines Proteins nach Anspruch 

1 oder 2 zur Induzierung von Lymphozyten zur 30 
Produktion von Antikorpern. 

1 1 . Verwendung eines Proteins nach Anspruch 
1 oder 2 zum Testen von Lymphozyten auf die 
Produktion von Antikorpern gegen solche Proteine. 

35 

Patentanspruche fur den folgenden Vertragsstaat : 
ES 



1. Verfahren zur Expression des aufleren Mem- 
branproteins F (OMPF) oder immunogener Teiie 40 
davon, dadurch gekennzeichnet, da/3 die gema/3 
Tabelle fur OMPF kodierende cDNA in geeignete 
Vektoren gebracht wird, damit pro-oder eukaryoti- 
sche Zellen transformiert werden und die cDNA in 
diesen Transformanten exprimiert wird. 45 

2. Verfahren zur Herstellung polyklonaler oder 
monoklonaler Antikdrper gegen OMPF, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 OMPF oder immunogene Tei- 
le davon zur Immunisierung eingesetzt werden. 

3. Verfahren zur Herstellung von Diagnostika. so 
dadurch gekennzeichnet, da/3 nach Anspruch 2 her- 
gesteltte Antikdrper eingesetzt werden. 

4. Verfahren zur Herstellung von Diagnostika, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 eine Nukleotidse- 
quenz gema/3 Tabelle cder Taile davon eingesetzt 55 
wird. 
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